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ABSTRAcT
This research aims to determine of time effect and fermentation of pH as well as to determine concentrate of 
ethanol in bioethanol production from Eucheuma cottonii. Hydrolisis process that converts lignocelluloses from 
seaweed of Eucheuma cottonii into bioethanol by using microba association of aspergillus niger, Zymomonas 
mobilis, and Scharomyces cereviseae simultaneously. Method of this research using variation of pH 3.5; 4.0; 4.5; 
5.0 and fermentation 4,5,6,7,8 days. Bioethanol concentration obtained 5,65% at pH 4,5; 7 days and temperature 
of 380 C.
Keyword : Fermentation, Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis, Aspergilus  Niger, Bioethanol
ABSTRAK
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh waktu dan pH fermentasi serta menentukan kadar etanol dalam 
produksi bioetanol dari rumput laut Eucheuma cotonii. Proses hidrolisis yang mengkonversi lignoselulosa dari 
rumput laut Eucheuma cotonii menjadi bioetanol dilakukan dengan menggunakan asosiasi mikroba Aspergillus 
niger, Zymomonas mobilis dan Sacchoromyces cerevisiae secara serempak. Metode penelitian dilakukan variasi 
pH 3,5 ; 4,0 ; 4,5 ; 5,0 dan waktu fermentasi 4, 5, 6, 7, 8 hari. Konsentrasi bioetanol yang diperoleh adalah 5,65% 
pada kondisi pH 4,5 ; waktu 7 hari dan temperatur 380C.
Kata Kunci : Asosiasi mikroba, Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis, Aspergilus  niger, Bioetanol
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PENDAHULUAN
Indonesia merupakan negara dengan 
konsumsi energi yang cukup tinggi di dunia. 
Berdasarkan data Direktorat Jenderal Energi 
Baru Terbarukan dan Konservasi Energi 
Kementerian ESDM, dalam beberapa tahun 
terakhir pertumbuhan konsumsi energi 
Indonesia mencapai 7% per tahun. Angka 
tersebut berada di atas pertumbuhan konsumsi 
energi dunia yaitu 2,6% per tahun. Konsumsi 
energi Indonesia tersebut terbagi untuk sektor 
industri (50%), transportasi (34%), rumah 
tangga (12%) dan komersial (4%) (ESDM, 
2012). Konsumsi energi Indonesia yang 
cukup tinggi tersebut hampir 95% dipenuhi 
dari bahan bakar fosil. Dari total tersebut, 
hampir 50%-nya merupakan Bahan Bakar 
Minyak (BBM). Konsumsi BBM yang cukup 
tinggi ini menjadi masalah bagi Indonesia.
Sebagai sumber energi tak terbarukan, 
cadangan BBM Indonesia sangat terbatas. 
Saat ini, Indonesia hanya memiliki cadangan 
terbukti minyak 3,7 miliar barel atau 0,3% 
dari cadangan terbukti dunia (ESDM, 2012). 
Untuk mengurangi ketergantungan pada 
bahan bakar fosil, pemerintah mengeluarkan 
Peraturan Presiden No.5 Tahun 2006 tentang 
kebijakan energi nasional untuk mendorong 
pengembangan sumber energi alternatif 
sebagai pengganti bahan bakar minyak. Pada 
tahun 2025 pemenuhan kebutuhan energi 
Indonesia diharapkan 17 % nya berasal dari 
energi baru terbarukan. Salah satunya dengan 
memanfaatkan etanol sebagai alternatif, 
khususnya bioetanol berbasis lignoselulosa. 
Penggunaan etanol sebagai bahan 
bakar mempunyai beberapa keunggulan 
yaitu kandungan oksigen etanol tinggi (35%) 
sehingga menghasilkan bahan bakar yang 
bersih; kedua, hasil bersih ini ramah bagi 
lingkungan karena emisi gas karbon monoksida 
lebih rendah 19-25 persen dibanding BBM. 
Energi terbarukan ini tidak memberikan 
kontribusi pada akumulasi karbon dioksida 
di atmosfer; ketiga, daya hasil etanol lebih 
stabil. Angka oktan etanol tergolong tinggi 
sekitar 129 sehingga menghasilkan proses
pembakaran yang stabil. Proses pembakaran 
dengan daya yang lebih baik ini akan 
mengurangi emisi gas karbon monoksida; 
keempat, campuran bioetanol 3% saja 
mampu menurunkan emisi karbonmonoksida 
menjadi hanya 1,3% (Broto, S,K., 2010).
Krisis Bahan Bakar Minyak (BBM) 
dewasa ini menunjukkan cadangan energi 
fosil yang dimiliki Indonesia terbatas. 
Fakta menunjukkan konsumsi energi 
terus meningkat berbanding lurus dengan 
laju pertumbuhan ekonomi, pertambahan 
penduduk, peningkatan ilmu pengetahuan dan 
teknologi (Sudaryanto, 2008 ;Victor, 2010). 
Eksplorasi berbagai energi alternatif dari 
sumber daya alam yang dapat diperbaharui 
perlu dikembangkan. Sudah waktunya 
ketergantungan kebutuhan energi fosil 
non-renewable digantikan dengan energi 
renewable. Menurut Rikayana dan Adam 
(2011) dalam Retmonando (2012), Salah satu 
energi renewable yang sangat penting adalah 
bioetanol. Bioetanol menjadi pilihan utama 
karena mudah terurai dan aman bagi lingkungan 
karena tidak mencemari air dan pembakaran 
dari bioetanol hanya menghasilkan 
karbondiokasida dan air (Hambali et al., 
2006). Bioetanol memiliki predikat clean 
energy karena mampu menurunkan emisi 
karbondioksida hingga18% (Fauzi, 2011).
Indonesia pada tahun 2011-
2015 membutuhkan 3,08 juta kL/tahun 
bioetanol sebagai konsumsi 15% gasoline. 
Produksi konsumsi etanol pada tahun 2015 
diperkirakan sebesar 1.991.293,464 kL/
tahun, sedangkan prediksi impor etanol pada 
tahun 2014 diperkirakan sebesar 284,788 
kL/tahun.Sehingga jumlah etanol yang 
harus disuplai dari industri adalah sebesar 
1.991.088,676 kL/tahun. Berdasarkan 
kebutuhan konsumsi bioetanol di Indonesia 
maka masih terbuka peluang untuk membuka 
peluang untuk produksi bioetanol untuk 
memenuhi kebutuhan dalam negeri dalam 
jangka pendek dan ekspor jangka panjang. 
Setiap tahun hanya terpenuhi 3,08 % dari 
total kebutuhan (Yuniarti, et al.,2012).
Dalam kaitan konversi biomassa
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seperti rumput laut menjadi etanol, bagian 
yang terpenting adalah polisakarida. Karena 
polisakarida tersebut yang akan dihidrolisis 
menjadi monosakarida seperti glukosa, 
sukrosa, xilosa, arabinosa dan lain-lain 
sebelum dikonversi menjadi etanol (Arif 
Jumari, 2009). Secara umum sintesis bioetanol 
yang berasal dari biomassa terdiri dari dua 
tahap utama, yaitu hidrolisis dan fermentasi. 
Hidrolisis bertujuan untuk memecah 
polisakarida menjadi monosakarida. 
Polisakarida dapat diubah menjadi alkohol 
melalui proses biologi dan kimia  (Broto.S.K, 
2010). 
Proses hidrolisis umumnya digunakan 
pada industri etanol adalah menggunakan 
hidrolisis dengan asam (acid hydrolysis) 
dengan menggunakan asam sulfat (H2SO4) 
atau dengan menggunakan asam klorida 
(HCl). Proses hidrolisis dapat dilakukan 
dengan menggunakan enzim yang sering 
disebut dengan enzymatic hydrolysis yaitu 
hidrolisis dengan menggunakan enzim jenis 
selulase atau jenis yang lain. Keuntungan dari 
hidrolisis dengan enzim dapat mengurangi 
penggunaan asam sehingga dapat mengurangi 
efek negatif terhadap lingkungan. Proses 
selanjutnya adalah fermentasi menggunakan 
jamur seperti Sacchromyces cerevisiae untuk 
dikonversi menjadi etanol (Broto.S.K, 2010).
Penggunaan asam pekat pada 
proses hidrolisis selulosa dilakukan pada 
temperaratur yang lebih rendah daripada 
dalam asam encer. Konsentrasi asam yang 
digunakan adalah 10 - 30% (Zimbardi.,et.
al.,2010). Sumber asam yang biasa digunakan 
adalah asam sulfat dengan temperatur reaksi 
adalah 100°C dan membutuhkan waktu 
reaksi antara 2 - 6 jam. Temperatur yang lebih 
rendah akan meminimalisasi degradasi gula. 
Keuntungan dari penggunaan asam pekat ini 
adalah konversi gula yang dihasilkan tinggi 
hingga mencapai konversi 90%. Kekurangan 
dari reaksi dengan penggunaan asam pekat 
adalah waktu reaksi yang dibutuhkan lebih 
lama dan membutuhkan proses pencucian 
yang baik untuk mencapai pH reaksi sebelum 
ditambahkan mikroba pada proses fermentasi
pembentukan etanol (Badger,2002).
Metode lain yang digunakan untuk 
menghidrolisis selulosa adalah secara 
enzimatis, yaitu dengan menggunakan 
enzim. Enzim merupakan protein alam yang 
dapat mengkatalisis reaksi tertentu. Untuk 
dapat bekerja, enzim harus kontak langsung 
dengan substrat yang akan dihidrolisa. 
Karena selulosa secara alami terikat oleh 
lignin yang bersifat permeable terhadap air 
sebagai pembawa enzim, maka untuk proses 
hidrolisis secara enzimatik membutuhkan 
pretreatmen sehingga enzim dapat berkontak 
langsung dengan selulosa. Pretreatmen 
dilakukan untuk memecah struktur kristalin 
selulosa dan memisahkan lignin sehingga 
selulosa dapat terpisah. Pretreatmen dapat 
dilakukan secara kimia maupun fisika. 
Metode fisika yang dapat dilakukan adalah 
dengan menggunakan temperatur dan 
tekanan tinggi, penggilingan, radiasi atau 
pendinginan, semuanya membutuhkan 
energi yang tinggi. Sedangkan metode 
pretreatmen secara kimia menggunakan 
solven untuk memecah dan melarutkan 
lignin (metode delignifikasi) (Badger,2002).
Hidrolisis secara enzimatik 
memanfaatkan enzim penghidrolisis selulosa, 
yaitu selulase atau bisa juga langsung 
menggunakan mikroba penghasil selulase, 
misalnya Trichoderma reesei. Keuntungan 
hidrolisis secara enzimatik adalah efisisensi 
reaksi tinggi  karena enzim bersifat selektif 
sehingga pembentukan produk samping bisa 
diminimalisasi, kondisi reaksi temperatur 
dan tekanan tidak tinggi, bahkan biasanya 
dilakukan pada temperatur ruang dan tekanan 
atmosfer sehingga tidak membutuhkan 
peralatan khusus untuk reaksi. Sedangkan 
kekurangan proses hidrolisis secara enzimatik 
adalah waktu reaksi yang dibutuhkan lebih lama 
sampai mencapai 72 jam (Broto, S.K., 2010).
Z.mobilis merupakan jenis bakteri yang 
mampu menghasilkan selulase yang berguna 
untuk menghidrolisis dan dapat mengubah 
glukosa, fruktosa dan sukrosa menjadi etanol, 
sedangkan A. niger mampu menghasilkan 
amiloglukosidase yang berfungsi untuk
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menghidrolisis fraksi pati menjadi glukosa. 
Filtrat enzim selulase, AMG kasar dan 
kultur campuran dari Z.mobilis  dan A. niger 
pada substrat hidrolisat asam diharapkan 
dapat meningkatkan hidrolisis fraksi 
disakarida menjadi glukosa yang selanjutnya 
dipergunakan sebagai substrat fermentasi 
oleh S. cerevisiae. Dengan demikian 
konsentrasi etanol akan meningkat jika 
dibandingkan dengan substrat yang hanya 
melalui hidrolisis menggunakan enzim 
amilolitik dan kultur tunggal S. cerevisiae.
Salah satu sumber daya laut Indonesia 
yang populer adalah rumput laut, memang 
pengembangan budidaya rumput laut yang 
cukup menjanjikan. Sayangnya, hanya 20 
- 23% budidaya rumput laut di Indonesia 
menghasilkan bahan baku industri dan produk 
olahan  dengan nilai tambah. Sampai saat ini 
pemanfaatan rumput laut Indonesia adalah 
sebagai sumber pangan antara lain Euchema 
cottoni, Eucheuma spinosum dan Gracilaria 
sp, Selain itu rumput laut dimanfaatkan 
sebagai bahan kosmetika, obat obatan, pasta 
gigi, dll. Rumput laut kemudian mulai dilirik 
untuk dimanfaatkan sebagai sumber energi 
alternatif. Pemanfaatan rumput laut yang 
mudah dibudidayakan di Indonesia sebagai 
sumber energi alternatif  merupakan hal yang 
baru dan patut didukung. Menurut data dari 
Inha Universitas di Republik Korea, satu 
hektare rumput laut dapat menghasilkan 
58700 L biodiesel dengan asumsi kandungan 
minyak dalam rumput laut berkisar 30%.
Makroalga merupakan salah satu 
organisme yang dapat dinilai ideal dan 
potensial untuk dijadikan sebagai bahan 
baku produksi biofuel (Li, et al, 2008 ; 
Raja, et al., 2008 ; Gouveia and Oliveira, 
2009). Secara kimia, rumput laut terdiri dari 
air (27,8%), protein (5,4%), karbohidrat 
(33,3%), lemak (8,6%), serat kasar (3%) 
dan abu (22,25%) (Harvey, 2009). Kadar 
karbohidrat makroalga tergolong tinggi 
(29-31% berat kering) lebih tinggi dari 
pada ubi singkong (23% berat kering) dan 
dengan memperhitungkan masa panen, 
secara matematis produktivitas bioetanolnya 
mencapai lebih dari 100 kali lipat ubi 
singkong (Ansyori, 2008). Rumput laut 
jenis Eucheuma cottonii merupakan salah 
satu rumput laut dari jenis alga merah 
(Rhodophyta). Rumput laut dapat dijadikan 
sebagai sumber bahan baku utama dalam 
pembuatan bioetanol (biofuel). Rumput 
laut Eucheuma cottonii memiliki komposisi 
penyusun seperti polisakarida yaitu selulosa, 
karaginan, agar, lignin dan monosakarida 
yaitu glukosa, galaktosa.(Sinuraya, E.A, 
2014).
Penelitian ini dilakukan untuk melihat 
pengaruh pH dan waktu selama fermentasi 
dalam produksi bioetanol dari rumput laut 
E. Cottonii. Sebagian besar karbohidrat 
pada rumput laut E. cottonii berupa senyawa 
polisakarida sehingga diperlukan adanya 
proses hidrolisis untuk menguraikan senyawa 
tersebut menjadi gula sederhana agar dapat 
dimanfaatkan sebagai sumber bahan baku 
bioetanol. Proses hidrolisis dilakukan 
dengan menggunakan asosiasi mikroba 
yaitu, A.niger, Z.mobilis dan S.cerevisiae.
METODE PENELITIAN
Penelitian ini dilakukan pada 
bulan Juni sampai dengan Desember 
2014 di Laboratorium Kimia, Jurusan 
Kimia Politeknik Negeri Makassar dan 
Laboratorium Mikrobiologi, Balai Riset dan 
Standardisasi Industri Ambon. Pengambilan 
sampel rumput laut Eucheuma cotonii di 
Desa Letvuan, Kabupaten Maluku Tenggara.
Persiapan Bahan dan Perlakuan Awal
Rumput laut Eucheuma cotonii 
sebanyak 10 Kg direndam dengan  larutan 
KOH 2% dalam wadah plastik bertutup 
sampai terendam, diaduk dan kemudian 
dibiarkan selama 24 jam pada suhu kamar. 
Rumput laut dicuci dengan akuades sampai 
lignin yang berwarna hitam keluar semua. 
Proses pencucian dihentikan  setelah cairan 
pencuci sudah jernih atau pH netral. Rumput 
laut yang telah bersih dipotong-potong 
sepanjang 1 cm kemudian dijemur hingga
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kadar air dibawah 10%. Rumput laut 
dihaluskan dengan crusher dengan 
kehalusan 100 mesh. Selanjutnya dilakukan 
analisis selulosa dan lignin dilakukan 
dengan metode Chesson (Datta, 1981)
Peremajaan mikroba dengan media agar 
miring
Bahan bahan seperti glukosa 2 g, bakto 
agar 2 g dan ekstrak toge 20%  dicampur 
kemudian dipanaskan sambil diaduk hingga 
larut. Beberapa tabung reaksi disiapkan, 
kemudian dipipet  10 mL larutan ekstrak 
dimasukkan kedalam tiap tabung reaksi, 
disumbat dengan kapas dan alumunium 
foil. Proses selanjutnya sterilisasi pada 
121oC selama 15 menit lalu didinginkan 
dalam keadaan miring (media agar miring). 
Biakan murni mikroba Aspergillus niger dan 
Sacharomyces cerevisiae digoreskan secara 
zig-zag pada media agar miring dengan 
menggunakan jarum ose. Pengerjaan ini 
dilakukan dalam lemari sterilisasi (ent case) 
kemudian  ditumbuhkan dalam inkubator pada 
suhu 37oC selama 7 hari. Isolat Zymomonas 
mobilis diremajakan dalam tabung reaksi yang 
berisi medium NA (Nutrien Agar) miring dan 
diinkubasi pada suhu 30oC selama 24 jam. 
Pembuatan media inokulum (starter)
Pembuatan media inokulum (starter) 
untuk ketiga mikroba Zymomonas mobilis, 
Aspergillus niger dan Sacharomyces cerevisiae 
dilakukan dalam media yang berbeda. Media 
starter untuk mikroba Zymomonas mobilis 
adalah 1,50 g tepung rumput laut; 0,10 g 
Yeast extract; 0,05 g MgSO4.7H2O; 0,01 
g(NH4)2SO4, dan 18,50 gr Glukosa. Media 
starter untuk mikroba Aspergilus niger adalah 
1,50 g tepung rumput laut; 0,30 gKH2PO4; 
0,35 g (NH4)2SO4 ;dan 18,50 gr Glukosa. 
Media starter untuk mikroba Sacharomyces 
cerevisiae adalah 1,50 g tepung rumput laut; 
0,30 g NPK; 0,35 g Urea dan 18,50 gr Glukosa. 
Masing-masing campuran bahan diatas 
dimasukkan  ke dalam labu Erlenmeyer 250 
mL tambahkan 150 mL air, diaduk hingga 
larut.
Erlenmeyer ditutup dengan kapas dan 
aluminium foil lalu disterilkan dalam otoklaf 
pada suhu 12 oC selama 15 menit.  Didinginkan 
lalu ditambahkan masing-masing kedalam 
Erlenmeyer stok kultur murni Z.mobilis, A. 
niger dan S. cereviseae dengan menggunakan 
ose dalam ruang sterilisasi. Ditutup kembali 
dengan kapas dan aluminium foil lalu 
difermentasi pada inkubator shaker selama 3 
hari pada suhu 37oC dengan kecepatan 150 rpm.
Pembuatan media fermentasi
Pembuatan media fermentasi untuk 
ketiga mikroba Zymomonas mobilis, 
Aspergillus niger dan Sacharomyces 
cerevisiae dilakukan dalam media yang 
sama. Komposisi bahan untuk media 
fermentasi adalah 24,0 g tepung rumput laut; 
1,00 g KH2PO4; ; 1,25 g (NH4)2SO4; 1,00 g 
MgSO4.7H2O; 1,00 g CaCl2 ; 1,00 g NaCl; 
2,50 g Ekstrak ragi; dan 62,50 g Glukosa. 
Campuran bahan diatas dimasukkan 
kedalam beker gelas 2000 mL  kemudian 
ditambahkan 400 mL air diaduk hingga larut. 
Atur pH larutan yaitu 3,5: 4,0: 4,5 dan 5,0 
dengan buffer fospat lalu diencerkan hingga 
500 mL.  Disiapkan 20 buah Erlenmeyer 250 
mL lalu ditambahkan 100 mL larutan kedalam 
tiap Erlenmeyer, disumbat dengan kapas dan 
aluminium foil dan disterilisasi dalam otoklaf 
selama 15 menit pada suhu 121oC. 
Erlenmeyer dipindahkan kedalam 
ruang steril lalu tambahkan masing-masing 
10 mL media inokulum A. niger .S. cereviseae 
dan Z.mobilis kedalam setiap Erlenmeyer 
dengan menggunkan gelas ukur 25 mL yang 
steril. Erlenmeyer ditutup kembali dengan 
kapas lalu difermentasi pada shaker incubator 
selama, 4, 5,  6, 7 dan 8 hari pada suhu 29 
oC dengan kecepatan 150 rpm. Setelah 4 hari 
salah satu Erlenmeyer pada media fermentasi 
diambil, disaring lalu didistilasi pada suhu 100 
OC hingga diperoleh volume destilat 10 mL. 
Destilat dianalisis dengan alat refraktometer 
dan Gas Kromatorafi.
Analisis selulosa dan lignin 
Analisis selulosa dan lignin dilakukan
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N2 :400 mL/menit, temperatur injektor: 
100oC, tekanan:100 kPa, total aliran: 50 mL/
menit, purge flow: 3 mL/menit; Jenis kolom: 
RTX-WAX; Temperatur:100oC; Detektor 
: FID.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Perlakuan Awal Sampel Rumput laut 
Eucheuma cotonii
Proses  perlakuan awal  disini sangat 
penting dalam langkah awal memudahkan 
pemecahan pati dan selulosa menjadi 
glukosa. Pretreatment biomassa lignoselulosa 
harus dilakukan untuk mendapatkan hasil 
yang tinggi di mana sangat penting untuk 
pengembangan teknologi biokonversi dalam 
skala komersial (Mosier, et al., 2005). 
Perlakuan awal merupakan tahapan yang 
banyak memakan biaya dan berpengaruh 
besar terhadap biaya keseluruhan proses. 
Perlakuan awal dapat meningkatkan hasil gula 
yang diperoleh. Gula yang diperoleh tanpa 
perlakuan awal kurang dari 20%, sedangkan 
dengan perlakuan awal dapat meningkat 
menjadi 90% dari hasil teoritis (Hamelinck, 
Hooijdonk, & Faaij, 2005). Tujuan perlakuan 
awal adalah untuk membuka struktur 
lignoselulosa agar selulosa menjadi lebih 
mudah diakses oleh enzim yang memecah 
polimer polisakarida menjadi monomer gula.
Pencacahan dimaksudkan untuk 
memperkecil ukuran selulosa sehingga 
selulosa bisa berkontak secara efektif dengan 
katalis asam cair. Pencacahan dilakukan 
dengan menggunakan crusher sampai ukuran 
selulosa mencapai 60 mesh. Selanjutnya 
selulosa yang telah mencapai ukuran 
dikontakan dengan katalis asam dengan 
menambahkan aquadest sebagai zat cair 
pembawa  untuk memudahkan kedua bahan 
(selulosa dan katalis) bercampur. 
Proses perlakuan awal dengan 
melakukan perendaman sampel rumput 
laut Eucheuma cotonii dalam  larutan KOH 
15% selama 24 jam dengan tujuan untuk 
melarutkan semua fraksi organik. Sampel 
kemudian dipotong sampai berukuran 1 cm 
dengan metode Chesson (Datta, 1981). 
Sebanyak 1 g sampel kering ditambahkan 
150 mL akuades, dipanaskan pada suhu 90 
- 100 oC dengan water bath selama 1 jam. 
Hasilnya disaring, residu dicuci dengan 
air panas (300 mL). Residu kemudian 
dikeringkan dengan oven sampai konstan 
kemudian ditimbang. Residu ditambahkan 
150 mL H2SO4 1N kemudian dipanaskan 
dengan water bath selama 1 jam pada suhu 
90 - 100 oC. Hasilnya disaring dan dicuci 
dengan akuades sampai netral (300 mL) lalu 
dikeringkan. Residu kering ditambahkan 10 
mL H2SO4 72% dan direndam pada suhu 
kamar selama 4 jam. Ditambahkan 150 mL 
H2SO4 1 N dan direfluks pada water bath 
selama 1 jam pada pendingin balik. Residu 
disaring dan dicuci dengan akuades sampai 
netral  (400 mL) kemudian dipanaskan dalam 
oven pada suhu 105 oC dan hasilnya ditimbang 
sampai bobot tetap, selanjutnya residu 
diabukan dan ditimbang. Perhitungan kadar 
selulosa dan kadar lignin sebagai berikut :
Kadar karagenan = (a - b)/a  x 100 
Kadar hemiselulosa = (b - c)/a  x 100
Kadar selulosa = (c - d)/a  x 100
Kadar lignin  = (d - e)/a  x 100
Dimana : 
a = berat sampel (gram)
b = berat residu pada penimbangan 
kedua (gram)
c = berat residu pada penimbangan 
ketiga (gram)
d = berat residu pada penimbangan 
keempat (gram)
e = berat abu (gram)
Karakterisasi Senyawa Bioetanol dengan 
Kromatografi Gas (GC)
Karakterisasi hasil fermentasi bioetanol 
dari kerja sinergisitas yang dilakukan oleh 
mikroba A. niger , S. cerevisiae dan Z. mobilis 
dengan menggunakan kromatografi gas. 
Kondisi operasi alat Kromatografi  Gas untuk 
analisis sampel bioetanol adalah sebagai 
berikut: tipe alat Shimadzu GC 2010, dengan 
gas pembawa ; N2, H2, kecepatan alir:30 mL/
menit, laju alir H2 :40 mL/menit, laju alir
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dan selanjutnya dilakukan proses penepungan, 
seperti disajikan dalam gambar 1a dan 1b.
a.sebelum  penepungan    b. sesudah   penepungan
Gambar 1 (a) (b). Sampel Eucheuma cotonii
Setelah pencacahan diperoleh  berat 
residu dan berat sampel sehingga dapat 
ditentukan kadar air dari tepung Eucheuma 
cotonii, disajikan dalam Tabel 1.
Tabel 1. Penentuan kadar air tepung rumput 
laut Eucheuma cotonii
No B e r a t 
sampel 
(gr)
B e r a t 
r e s i d u 
(gr)
Berat






1 5,0014 4,5827 0,4187 8,37 Sebelum 
delignifikasi
2 5,0018 4,6392 0,3626 7,25 Setelah 
delignifikasi
Analisis Lignin dan Selulosa Pada 
Eucheuma cotonii
Proses atau teknologi konversi 
biomassa menjadi etanol dewasa ini sudah 
cukup mapan untuk biomassa penghasil 
karbohidrat jenis pati atau sukrosa, seperti 
ubi kayu, jagung, molasse, dan gula tebu. 
Untuk biomassa lignoselulosa, masalahnya 
menjadi agak berbeda karena didalam 
bahan berlignoselulosa terdapat senyawa 
lignin yang terlebih dulu harus dipisahkan 
(didegradasi) dari selulosa dan hemiselulosa. 
Selain itu, selulosa merupakan senyawa yang 
mempunyai bagian yang berstruktur kristal 
yang agak sulit didegradasi oleh mikroba 
atau enzim selulase. Salah satu faktor penting 
dalam seleksi bahan berlignoselulosa untuk 
dikonversi menjadi etanol adalah rasio 
selulosa terhadap lignin. Untuk memperoleh 
rendemen yang tinggi, harus dipilih bahan baku 
dengan kandungan selulosa dan hemiselulosa 
yang cukup tinggi, dan sebaliknya
kandungan lignin harus rendah (Euis et 
al,2010).
Secara garis besar ilustrasi proses 
penghancuran dinding lignin yang 
membungkus struktur hemiselulosa dalam 
proses pretreatment dapat dilihat pada :
Gambar 2. Proses Penghancuran Bahan 
Berlignoselullosa
Dari Gambar 2 Lignin laksana tembok 
yang kokoh yang dapat membungkus senyawa 
selulosa dalam satu matriks tumbuhan 
berlignoselulosa. Senyawa lignin inilah yang 
membuat sisi luar tanaman menjadi keras 
dan dapat berdiri kokoh. Namun menjadi 
masalah dalam proses fermentasi, dimana 
keberadaan lignin ini akan menyulitkan kerja 
dari enzim dan mikroba dalam fermentasi, 
sehingga proses konversi selulosa menjadi 
gula sederhana selanjutnya dikonversi 
menjadi etanol menjadi terhambat. Untuk itu 
diperlukan usaha luar untuk membantu usaha 
penghancuran dinding lignin sehingga akan 
diperoleh lebih banyak selulosa yang dapat 
dikonversi menjadi gula (Moiser, et al,2005).
Analisis kadar lignin rumput laut jenis 
Eucheuma cottonii dari hasil penelitian 
Samsul Rizal (2005) yang melaporkan bahwa 
rumput laut jenis Eucheuma cottonii ternyata 
mengandung kadar abu 19,92 %, protein 
2,80%, lemak 1,78 %, serat kasar 7,02 % dan 
mengandung karbohidrat yang cukup tinggi 
yaitu sekitar 68,48 %. Adanya lignin dalam 
bahan berselulosa ini akan menghambat 
aktifitas enzim yang terdapat pada mikroba 
dalam proses hidrolisis menjadi gula sederhana. 
Sehingga untuk meningkatkan hidrolisis, 
perlu dilakukan proses delignifikasi untuk 
mendegradasi lignin dari struktur selulosa
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dengan menggunakan bantuan senyawa 
katalis, salah satu caranya adalah dengan 
menggunakan katalis kimia berupa senyawa 
NaOH. Dari hasil penelitian Samsul 
Rizal (2005), penambahan konsentrasi 
katalis NaOH hingga 8% ternyata mampu 
meningkatkan kandungan selulosa dalam 
produksi pulp dari jerami, sehingga diperoleh 
hasil produksi optimum selulosa sekitar 
91,4 % dengan sisa lignin dalam pulp 
yang hanya mencapai sekitar 1,2 % saja.
Pada penelitian ini kadar lignin yang 
diperoleh setelah proses delignifikasi adalah 
sebesar 0,02% atau terhidrolisis sebesar 59% 
dari kadar lignin sebelumnya. Semakin besar 
persentase lignin yang terhidrolisis baik 
untuk rekasi enzimatik selanjutnya dalam 
fermentasi untuk menghasilkan bioetanol, 
karena enzim yang dihasilkan oleh mikroba 
tidak mendapatkan halangan kontak untuk 
bereaksi dengan sisi aktif dari selulosa 
untuk menproduksi glukosa. Kadar selulosa 
sampel rumput laut Eucheuma cotonii setelah 
delignifikasi sebesar 12,13% dan untuk 
hemiselulosa 3,03%. Proses delignifikasi 
ini berhasil meghidrolisis ikatan 1,4 antara 
molekul monosakarida atau disakarida 
dengan molekul-molekul lignin. Kadar lignin, 
selullosa, hemiselullosa, karaginan sebelum 
dan setelah proses delignifikasi disajikan 
pada Gambar 3.
Gambar 3. Kadar Karaginan, Hemiselullosa, 
Selullosa dan Lignin Sebelum dan Sesudah 
delignifikasi
Pengaruh pH Substrat terhadap Produksi 
Bioetanol
Derajat keasaman (pH) merupakan satu 
diantara beberapa faktor penting yang mampu 
mempengaruhi proses pada fermentasi 
etanol. Derajat keasaman optimum untuk 
proses fermentasi adalah antara 4-5. Pada 
pH dibawah 3, proses fermentasi akan 
berkurang kecepatannya. Pada penelitian 
ini divariasikan kondisi pH pada proses 
fermentasi yaitu sebesar 3,5; 4,0; 4,5 dan 
5,5. Proses hidrolisis selulosa Eucheuma 
cotonii menghasilkan monomer glukosa oleh 
mikroba A. niger dengan memutuskan ikatan 
glikosida dan selanjutnya difermentasi oleh 
mikroba Z. mobilis dan S. cerevisiae menjadi 
etanol dengan kondisi optimal diperhatikan 
pengaruh pH dan waktu fermentasi terhadap 
konsentrasi bioetanol yang dapat dilihat 
glikosida dan selanjutnya difermentasi oleh 
mikroba Z. mobilis dan S. cerevisiae menjadi 
etanol dengan kondisi optimal diperhatikan 
pengaruh pH dan waktu fermentasi terhadap 
konsentrasi bioetanol. 
Pada penelitian ini dilakukan 
fermentasi secara serempak dengan 
melibatkan tiga mikroba yaitu Z. mobilis, 
S. cerevisiae dan A.niger untuk melakukan 
hidrolisis dalam produksi  bioetanol. Enzim- 
enzim yang diproduksi dari ketiga mikroba 
ini dapat bekerja secara sinergisitas untuk 
mengkatalisis reaksi hidrolisis glukosa 
menjadi etanol. Pada gambar 4 disajikan 
proses fermentasi starter mikroba campuran 
sampai terbentuknya etanol.
Pada penelitian ini digunakan A. 
niger yang memiliki kemampuan untuk 
memproduksi β-glukosidase dan bekerja secara 
sinergis untuk menghasilkan enzim selulase 
yang dapat mengkonversi selebiosa yang 
telah terbentuk menjadi glukosa (Soeprijanto, 
2004). Konsentrasi pH fermentasi optimal 
yaitu 3,5 yang menghasilkan kadar etanol 
sebesar 5,65%.  Menurut Murphi,  hal ini 
berpengaruh terhadap metode SSF dimana 
ada tiga mikroba yang bekerja dalam 
proses fermentasi, yaitu A. niger optimal 
pada pH 2,6-8,8 (Murphi, 1994) berperan
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merombak atau memecah selulosa menjadi 
glukosa. S. cerevisiae optimal pada pH 4-4,5 
(Fardiaz, 1992), namun pada saat fermentasi 
berlangsung pH akan turun akibat terbentuknya 
CO2 dan asam-asam organik yang lain 
(Sugiarto, 1991). Z. mobilis dapat hidup pada 
pH 3,5--7,5 (Rahmanto dan Ambarwati, 2011) 
dan optimal pada pH 4-7, namun dapat hidup 
pada pH asam karena dapat memproduksi 
bakteriosin (protein anti mikroba) 
yang dapat menghambat pertumbuhan 
spesies lain yang berkerabat dekat.
Mikroba A. niger , S. cerevisiae pada 
reaksi sakarifikasi dapat menghasilkan 
enzim glukoamilase yang dapat mengubah 
Karakterisasi Senyawa Bioetanol dengan 
Kromatografi Gas (GC)
Pengujian kadar etanol hasil fermentasi 
diawali dengan melakukan penentuan kurva 
standard etanol dengan deret konsentrasi 
etanol adalah sebagai berikut: 20, 40, 
60, 80 dan etnaol absolut 100%. Data 
perbandingan komposisi campuran etanol 
standard dan pelarut aquabides dan luas 
area luas puncak dan kadar etanol standar 
yang diperoleh disajikan dalam Tabel 2. 
Dari Tabel 2 dapat diperoleh persamaan 
garis regresi liniear yang menunjukan 
hubungan antara luas puncak dengan 
kadar etanol standar dalam persen (%), 
seperti yang di sajikan dalam Gambar 5.
polisakarida menjadi gula (glukosa, galaktosa, 
manosa dan sebagainya) yang difermentasikan 
lebih lanjut oleh S. cerevisiae dan Z. 
mobilis menjadi etanol. Enzim glukoamilase 
merupakan enzim karbohidrase yang 
mengkatilasis pemecahan ikatan α (1-4) 
glikosidik pada polisakarida pati menjadi 
glukosa. Sementara Z. mobilis menghasilkan 
enzim yaitu glukokinase dan fruktokinase 
yang mampu mengubah gula reduksi menjadi 
etanol (Purwoko, 2009) melalui 2-keto-
3deoksi-6-fosfoglukonat membentuk piruvat, 
kemudian piruvat oleh piruvat dekarboksilase 
diubah menjadi asetaldehid yang kemudian 
direduksi menjadi etanol (Fardiaz, 1992). 
Tabel 2. Komposisi campuran etanol standar 
dan pelarut akuabides dan luas 















20 0,2 0,8 1 61532401
40 0,4 0,6 1 122345197
60 0,6 0,4 1 194576884
80 0,8 0,2 1 250412950
100 1 0 1 295837554
Gambar 4. Proses Fermentasi Bioetanol dengan Mikroba Asosiasi
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Gambar 5. Kurva Standar hubungan Luas 
Puncak dan Kadar Etanol Standar
Penentuan kadar bioetanol hasil 
fermentasi mikroba campuran pada hari  ke 
4, 5, 6, 7 dan 8 dilakukan berdasarkan data 
spektrum GC dan kurva standar etanol.
 Spektrum GC bioetanol hasil 
fermentasi hari ke-4 menunjukan adanya 5 
komponen yaitu pada waktu retensi 0,715; 
1,052; 2,468 ; 2,623 dan 2,816 menit. 
Komponen utama terdapat pada waktu retensi 
2,623 dengan luas area sebesar 5.997.425 yang 
dapat disimpulkan adalah merupakan senyawa 
etanol berdasarkan data spektrum etanol 
standard dan komponen yang lain merupakan 
senyawa pengotor. Konsentrasi bioetanol 
hasil fermentasi hari ke-4 diukur dengan 
memasukan nilai luas area yang diperoleh 
dari pengukuran  ke dalam persamaan regresi 
linear yang membandingkan luas puncak dan 
kadar etanol standard. 
Konsentrasi bioetanol hasil fermentasi 
hari ke empat sebesar 0,02% hal ini 
diakibatkan karena mikroba campuran masih 
dalam fase lag  atau fase adaptasi yaitu fase 
di mana mikroba melakukan penyesuaain sel 
dengan lingkungan, pembentukan enzim-
enzim untuk mengurai substrat. Pada hari 
ke empat diperkirakan campuran mikroba 
masih berkonsentrasi untuk beradaptasi 
untuk pertumbuhan sel sel penyusun dan 
pembentukan enzim pengurai. Penelitian 
dilakukan dengan metode  Solid Sacarification 
Fermentation (SSF) dimana proses enzimatik 
pembentukan glukosa dan etanol berlangsung 
secara serempak dengan campuran  mikroba 
yang sama. Pada hari ke empat enzim 
glukoamilase dan glukosidase belum terbentuk 
sehingga reaksi biokatalisis atau reaksi 
hidrolisis menjadi glukosa dan seterusnya 
menjadi etanol belum berlangsung 
Konsentrasi bioetanol hasil fermentasi 
pada hari ke-5 dan hari ke-6 adalah sebesar 
0,78 dan 0,95%. Pada hari ke-5 dan ke-6 
diperkirakan S.cerevisiae, A.niger dan 
Z.mobilis masih dalam fase akselerasi yaitu 
suatu kondisi di dalam pertumbuhan mikroba 
dimana terjadinya proses pembelehan sel. 
Dalam fase ini diperkirakan belum terjadi 
reaksi enzimatik untuk degradasi dan 
hidrolisis substrat karena enzim pengurai 
belum terbentuk.
Kromatogram GC hasil fermentasi 
pada hari ke-5 (Gambar 5) menunjukan 
adanya tiga komponen yang ada pada hasil 
fermentasi campuran mikroba yaitu pada 
waktu retensi 0,140 M, 2,467M dan 2,635 M. 
Komponen senyawa pada Rt 2,63 merupakan 
komponen yang paling dominan dengan luas 
area 8.257.799 dan senyawa ini adalah etanol. 
Jumlah komponen yan terbentuk pada hari 
ke-5 mengalami pengurangan dibandingkan 
hari ke-4 membuktikan terjadinya reaksi 
degradasi.
Kromatogram GC hasil fermentasi pada 
hari ke-6 menunjukan adanya tiga komponen 
yang ada pada hasil fermentasi campuran 
mikroba yaitu pada waktu retensi (Rt) : 
2,476 M, 2,552M dan 2,635 M. Komponen 
senyawa pada Rt 2,635 merupakan 
komponen yang paling dominan dengan 
luas area 8.779.555 dan senyawa ini adalah 
etanol. Jumlah komponen yang terbentuk 
pada hari ke-5  dan  6 tidak mengalami 
pengurangan, tetapi terjadi perbedaan yang 
sangat kecil dalam waktu retensi setiap 
komponen hal ini diakibatkan karena 
senyawa senyawa yang terbentuk merupakan 
senyawa alkohol. Dengan demikian telah 
terjadi reaksi degradasi enzimatis karena 
tidak terbentuknya komponen yang 
lain selain senyawa senyawa alkohol.
Pada hari ke-7 fermentasi campuran 
mikroba S.cerevisiae, A.niger dan Z.mobilis 
dalam substrat tepung rumput laut Eucheuma 
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cotonii  diperoleh konsentrasi bioetanol 
sebesar 5,65%. Konsentrasi bioetanol paada 
hari ke-7 merupakan kadar bioetanol hasil 
fermentasi campuran mikroba yang tertinggi 
karena pada waktu ini, campuran mikroba 
mengalami kondisi pada fase eksponensial 
dimana terjadi peningkatan dalam jumlah sel 
dan aktivitas mikroba serta merupakan fase 
yang penting dalam pertumbuhan mikroba. 
Diperkirakan pada fase ini terjadi reaksi 
reaksi enzimatik untuk produksi bioetanol.
Kromatogram GC hasil fermentasi pada 
hari ke-7 menunjukan adanya dua komponen 
yang ada pada hasil fermentasi campuran 
mikroba yaitu pada waktu retensi (Rt) : 2,475 
M dan 2,631. Komponen senyawa pada Rt 
2,631 merupakan komponen yang paling 
dominan dengan luas area 16.814.248 dan 
senyawa ini adalah etanol. Jumlah komponen 
senyawa  yang terbentuk pada hari ke-
7  mengalami pengurangan dan perbedaan 
yang sangat kecil dalam waktu retensi setiap 
komponen hal ini diakibatkan karena senyawa 
senyawa yang terbentuk merupakan senyawa 
alkohol. Dengan demikian telah terjadi reaksi 
degradasi enzimatis karena tidak terbentuk 
komponen lain selain senyawa senyawa 
alkohol. Luas area komponen pada Rt : 2,631 
pada hari ke-7 dua kali lebih besar dengan Luas 
area komponen pada Rt : 2,635 pada hari ke-6. 
Pada hari ke-8 fermentasi campuran 
mikroba S.cerevisiae, A.niger dan Z.mobilis 
dalam substrat tepung rumput laut 
Eucheuma cotonii  diperoleh konsentrasi 
bioetanol sebesar 0,01%. Terjadi penurunan 
yang sangat signifikan dalam produksi 
bioetanol hal ini diakibatkan karena 
mikroba sudah memasuki fase kematian 
dipercepat. Bioetanol yang dihasilkan 
pada fase sebelumnya akan bertindak 
sebagai racun terhadap mikroba sehingga 
mikroba-mikroba mengalami kematian.
Spektrum GC pada hari ke-8 terdiri 
dari 4 komponen senyawa dengan waktu 
retensi Rt : 1,005 M;  2,474 M ; 2,634 M 
dan 2,856 M. Komponen senyawa dengan 
Rt : 2,634 merupakan komponen yang 
paling dominan dengan luas area 4896579. 
Komponen ini adalah senyawa etanol.
KESIMPULAN
Pembuatan bioetanol dari rumput 
laut Euchema cotonii dengan menggunakan 
asosiasi  mikroba Aspergillus niger, 
Zymomonas mobilis dan Sacchoromyces 
cerevisiae dapat dilakukan dengan metode 
Simultaneous Saccharification Fermentation 
(SSF). Proses hidrolisis dan enzimatis 
dapat mengkonversi lignoselulosa dari 
tepung rumput laut Eucheuma cotonii 
menjadi bioetanol. Penelitian dilakukan 
dengan metode pengaruh perbedaan pH 
dan waktu fermentasi terhadap konsentrasi 
bioetanol yang dihasilkan, dengan variasi 
pH 3,5 ; 4,0 ; 4,5 ; 5,0 dan waktu fermentasi 
4, 5, 6, 7, 8 hari. Konsentrasi bioetanol 
tertinggi yang dihasilkan adalah 5,65% 
pada kondisi pH 4,5 dan lama waktu 
fermentasi 7 hari pada temperatur 38OC.
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